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基础 研究 


甲状 旁 腺 素 非 PLC 依赖 PKC 通路 激活 增强 成 骨 细 胞 CITED1 
表达 
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摘要 :目的 通过 相关 信和 号 通路 屏蔽 和 基因 表达 分 析 ,探讨 甲状 旁 腺 素 (PTH) 非 PLC 依赖 PKC 信和 号 转 导 途径 (PTHnonPLC/ 
PKC) 的 功能 ,分 析 其 对 骨 代 谢 的 影响 。 方 法 取 2~3 d C57BL 乳 鼠 颅 盖 骨 分 离 培 养 成 骨 细 胞 , 取 贴 壁 生长 的 第 1 代 细 胞 ,随机 分 
为 4 组 :100 nmol/L [Gly1, Arg19] hPTH(1-28) (简称 GR(1-28))+10 nmol/L RP-cAMP; 10 nmol/L [Glyl, Arg19]hPTH(1-34) 
(简称 GR(1-34))+10 nmol/L RP-cAMP;10 nmol/L PTH(1-34) 及 空白 对 照 组 加 入 等 体积 的 0.1% 三 气 乙 酸 (trifluoroacetic acid， 
TEA) ,作用 4h 后 ,提取 各 组 总 RNA, 行 小 鼠 全 基因 组 表达 谱 芯 片 分 析 ,筛选 出 可 能 与 nonPLC/PKC 信号 转 导 通路 相关 的 差异 表 
达 基 因 ,并 进行 相关 通路 分 析 。RT-PCR 筛选 及 验证 上 述 差异 表达 基因 。 培 养 MC3T3-E1 细胞 ,分 为 4 组 :GR(1-28)+ 
RP-cAMP;GR(1-34)+RP-cAMP;GR(1-34)+RP-cAMP+100 nmol/L Go6983 及 空白 对 照 组 ,RT-PCR 法 验证 比较 GR(1-28) 和 
GR(1-34) 引 起 的 基因 表达 变化 情况 。 结 果 倒置 相差 显微镜 观察 示 ,培养 7 d 见 细胞 排列 紧密 ,为 三 角形 或 多 边 形 , 呈 铺 路 石 样 ; 
细胞 培养 14 d ALP 染 色 可 见 胞 质 中 出 现 蓝 染 颗 粒 ,成 骨 诱 导 培 养 28 d 莫 素 红 染 色 可 见 红色 矿 化 结 节 形 成 。 基 因 芯 片 分 析 结 果 
中 筛选 出 与 PTH 的 nonPLC/PKC 信号 转 导 通 路 相关 性 最 大 的 56 个 基因 ,进行 REPCR 验证 后 发 现 CITED1 的 表达 量 在 GR 
(1-34)+RP-cAMP 组 显著 高 于 GR (1-28)+RP-cAMP 组 及 空白 对 照 组 ,但 小 于 PTH(1-34) 组 (P<0.05)。MC3T3-E1 细 胞 RT-PCR 
验证 的 结果 与 其 一 致 ,在 阻 断 cAMP/PKA 信和 号 通路 后 , 仅 CITED1 基 因 表 达 量 在 GR(1-28) 和 GR(1-34) 刺 激 时 存在 显著 不 同 ， 
且 加 入 PKC 抑 制剂 (Go6983) 后 ,表达 差异 消失 。 结 论 PTH 的 nonPLC/PKC 信号 转 导 通路 的 激活 能 够 使 得 成 骨 细胞 CITED1 
的 表达 量 明显 升 高 , 介 导 PTH 对 成 骨 代谢 的 作用 。 该 途径 不 依赖 PLC 和 了 PKA 信 和 号 的 激活 。 
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Activation of phospholipase C-independent protein kinase C signaling pathway of 
parathyroid hormone enhances CIIED1 expression in mouse osteoblasts 


HAO Soneg, MENG Yue, LI Wei, HU Shaoyu, YANG Dehong 
Department of Spinal Surgery, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To explore the functions of phospholipase C (PLCO)-independent protein kinase C signaling pathway (PTH/ 
nonPLC/PKC) of parathyroid hormone (PTH) and its role in bone metabolism. Methods Osteoblasts isolated from the calvaria 
of 2- or 3-day-old C57BL mice, identified by alkaline phosphatase staining and Alizarin red staining, were treated for 4 h with 
100 nmol/L [Gly,, Arg” |]hPTH(1-28) plus 10 nmol/L RP-cAMP 10 nmol/L [Gly’, Arg” J]hPTH(1-34) Plus 10 nmol/L RP-cAMP ， 
10 nmol/L PTH(1-34), or and 0.1% trifluoroacetic acid (TFA). The total RNA was then isolated for screening differentially 
expressed genes related to PTH/nonPLC/PKC pathway using Affymetrix mouse 12x135K gene expression profile microarray, 
and the identified genes were confirmed by real-time quantitative PCR. MC3T3-E1 cells treated with [Gly, Arg” |hPTH(1-28)+ 
RP-cAMP [Gly, Arg” |hPTH(1-34)+RP-cAMP, [Gly, Arg” |hPTH(1-34)+ RP-cAMP +100 nmol/L Go6983, or 0.1% TFA were also 
examined for GR(1-28)- or GR(1-34)-mediated gene expression changes using real-time quantitative PCR. Results Alizarin red 
staining visualized red mineralized nodules in the osteoblasts at 28 days of culture. According to the genechip results, we 
selected 56 target genes related to PTH/nonPLC/PKC pathway among which CITED1 showed higher expressions in [Gly, 
Arg" |hPTH(1-34)+ RP-cAMP group than in both the control group and [Gly’, Arg” |hPTH(1-28)+RP-cAMP group (P<0.05), 
and its expression was the highest in PTH(1-34) group (P<0.05). RT-PCR of MC3T3-E1 cells yielded consist results with those in 
the primary osteoblasts, and the cells treated with Go6983 (a PKC inhibitor) did not show GR(1-28)- or GR(1-34)-mediated 
differential expression of CITED]1. Conclusion The 
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甲状 旁 腺 素 (parathyroid hormone, PTH) 是 目前 应 
用 于 临床 的 唯一 促 骨 形成 药物 "。 它 可 以 有 效 增 加 骨 
量 ,治疗 骨 质 足 松 及 骨 质 足 松 性 骨折 、 关 节 假 体 松动 以 
及 二 磷酸 趟 长 期 使 用 引起 的 非典 型 骨折 等 ?9。PTH 作 
用 于 工 型 PTH 受 体 (PTHR1) 可 激活 多 条 信和 号 转 导 途 
径 ;(1)Gs/cAMP/PKA 信 号 转 导 通 路 ,目前 认为 是 PTH 
作用 于 骨 组 织 的 主要 机 制 *;(2)PLC/PKC 通 路 ”;(3) 
非 PLC 依 赖 PKC 激 活 途 径 (PTH/nonPLC/PKC)"™;(4) 
B-arrestin 通路 等 2” 。 我 们 的 前 期 研究 揭示 ,PTH 经 
nonPLC/PKC 通路 ,能 够 促进 受 力 区 松 质 骨 合成 ,促进 
新 骨 形 成 ,具有 一 定 通路 选择 性 的 PTH 模 拟 肽 具有 较 
PTH 更 好 的 促 骨 合成 特性 和 改善 骨 微 结构 的 功能 。 
并 且 发 现 N 端 的 第 29-34 位 氨基 酸 为 激活 nonPLC/PKC 
言 号 通路 的 关键 区 域 **"。 但 是 该 区 域 的 生物 学 功能 
不 清楚 。GR(1-28) 和 GR(1-34) 是 PTH 的 两 个 信号 选 
择 性 模拟 上 肽 ,前 者 被 认为 是 cAMP/PKA 特异 性 刺激 分 
子 ,后 者 兼 具 cAMP/PKA 和 非 PLC 依 赖 的 PKC 激 活 功 
能 。 我 们 曾经 尝试 比较 GR(1-28) 和 GR(1-34) 引 起 成 
骨 细胞 基因 表达 谱 的 差异 分 析 PTH(29-34) 蛋 白 结构 域 
的 功能 ,未 能 获得 确实 的 结果 ,其 原因 可 能 与 cAMP/ 
PKA 功 能 显著 掩盖 其 他 信号 的 功能 有 关 。 本 实验 在 前 
述 基因 表达 谱 分 析 的 基础 上 ,使 用 后 抗 因子 屏蔽 cAMP/ 
PKA 信和 号 途径 ,筛选 和 核实 nonPLC/PKC 信 号 通路 的 
效应 基因 ,以 期 获得 满意 的 对 基因 , 助 于 分 析 PTH 
(29-34) 的 相关 功能 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 及 主要 试剂 .仪器 
新 生 2~3 日 龄 C37BL 乳 鼠 10 只 ,体质 量 2.0~2.5 g， 
礁 不 限 , 购 自 南方 医科 大 学 实验 动物 中 心 。 
模拟 肽 PTH(1-34), GR(1-28) 和 GR (1-34) 由 广州 
特 立 生物 科技 有 限 公司 合成 ;MC3T3-E1 细胞 购 自 上 海 
细胞 库 ; | 、 工 型 胶原 酶 .RP-cAMP 购 自 美 国 Sigma 公 
司 ;Go6983 购 于 美国 Selleck 公司 ;a-MEM 培养 基 、 
FBS、 青 - 链 埠 素 双 抗 购 自 美国 GIBCO 公司 ; Trizol、 
RT-PCR 试剂 盒 .SYBR®Premix Ex Taq™ (Perfect Real 
Time) 试 剂 盒 购 自 日 本 Takara 公 司 ;ALP 染 色 试 剂 盒 购 
自 上 海 划 云天 生物 技术 有 限 公司 ; 相 关 引 物 购 自 上 海 英 
潍 捷 基 贸 易 有 限 公 司 ; 显 微 镜 为 日 本 Olympus 公司 
IX71 倒置 相差 显微镜 ;细胞 培养 箱 为 美国 Galaxy 公 
司 ; 美国 ABI7500 实 时 定量 荧光 PCR 仪 。 
1.2 方法 
1.2.1 乳 和 所 成 骨 细 胞 分 离 培养 及 鉴定 取 2~3 d C57BL 
乳 鼠 10 只 ,75% 乙 醇 浸泡 消毒 ,在 -MEM 培养 基 中 漂洗 
后 ;无 菌 条 件 下 剪 下 头 部 ,用 钵 子 撕 开 头皮 ,前 下 颅骨 ， 
放 入 o-MEM 培 养 基 中 。 用 狂 子 和 剪刀 仔细 去 除 鼎 骨 上 


残余 的 结缔 组 织 和 周围 硬化 骨 , 置 入 6 孔 板 中 ,加 入 少许 
a-MEM 培 养 基 ;将 组 织 前 成 0.5 mmx0.5 mmx0.5 mm 
大 小 ,加 入 2 mL 0.1% 胶 原 酶 (I 本 型 胶原 酶 比例 为 1: 
3),37 % 以 150 r/min 震荡 消化 20 min, 如 此 5 次 重复 消 
化 ,丢弃 第 1 次 消化 后 上 清 液 , 于 冰 上 收集 剩余 4 次 上 清 
液 ,加 入 5 ml 含 10% FBS 的 ao-MEM 培养 基 ,1200xg 离 
心 5 min; 弃 上 清 , 加 入 4 ml 10% FBS( 含 100 U/ml 青 霉 
素 和 100 hg/mL 链 霉 素 ) , 吹 打 混 匀 ,接种 于 细胞 培养 
瓶 559, 置 于 37 % .5% CO, 培养 箱 中 培养 。3 d 后 换 液 ， 
7d 后 细胞 长 满 培 养 瓶 底部 ,PBS 漂洗 3 遍 ,0.25% 胰 和 蛋 
白 酶 消化 ,以 1x107ycm? 接 种 于 6 孔 板 。 倒 置 相差 显 微 
镜 观 察 原 代 及 传 1 代 后 细胞 的 形态 学 变化 。 

取 部 分 接种 于 6 孔 板 中 的 原 代 细胞 进行 鉴定 :QD) 
ALP 染 色 : 成 骨 诱 导 培 养 液 (10% FBS、50 hg/ml 维 生 素 
C、100 mmolL -甘油 磷酸 钠 ) 培 养 14 d 时 , 取 部 分 细胞 
PBS 冲洗 3 遍 , 按 照 ALP 染 色 试剂 盒 说 明 行 ALP 染 色 ， 
阳性 细胞 质 为 蓝 色 ; 书 汞 素 红 染 色 : 成 骨 诱 导 培养 液 培 
养 ,每 3 d 换 液 ,28 d 时 以 PBS 冲洗 3 人 遍 ,4% 多 聚 甲 醋 固 
定 ,0.1% 蔚 素 红 37 CC 孵育 30 min ,观察 红色 钙 结 节 的 
形成 。 

1.2.2 原 代 成 骨 细胞 分 组 及 模拟 肽 干预 取 接 种 于 6 和 孔 
板 的 第 1 代 细 胞 , 待 细 胞 长 满 后 ,将 10% FBS 换 为 1% 
FBS 维持 培养 12 h, 然 后 随机 分 为 4 组 :PTH(1-34) 组 加 
入 10 nmol/L PTH(1-34);GR (1-28) 和 GR (1-34) 组 加 
入 10 nmol/L RP-cAMP(cAMP 阻 断 剂 )1.5 h 后 分 别 加 
入 100 nmol/L GR (1-28) 和 10 nmol/L GR (1-34) ;空白 
对 照 组 加 入 等 体积 的 0.1% TFA (PTH 模拟 肽 溶解 于 
0.1% TFA)*"*。 每 组 重复 3 次 。 

1.2.3 基因 芯片 检测 原 代 培 养 成 骨 细 胞 经 信号 选择 性 
PTH 模 拟 肽 作用 4h 后 ,采用 Trizol 法 提取 4 组 细胞 总 
RNA。 质 检 合 格 后 各 组 RNA 行 小 鼠 全 基因 组 表达 谱 芯 
片 (Affymetrix) 分 析 ,4 张 芯片 的 信号 数据 进行 归 一 化 
处 理 后 ,进行 统计 学 分 析 。 

1.2.4 MC3T3-E1 细胞 培养 及 模拟 肽 干预 小 鼠 成 骨 前 
细胞 MC3T3-E1 培养 于 含 10% 胎 牛 血清 、 双 抗 (青霉素 
100 U/ml+ 链 霉 素 100 hg/ml) 的 a-MEM 培养 液 , 置 于 
37 % .5% CO, 饱 和 湿度 培养 箱 培养 。 以 1x10: 个 /cm? 接 
种 于 6 孔 板 。 

待 接种 于 6 孔 板 的 MC3T3-E1 细胞 长 满 后 ,将 10% 
FBS 换 为 1%FBS 维持 培养 12 h, 然 后 随机 分 为 4 组 : 
GR (1-34)+PKCi 组 同时 加 入 10 nmol/L RP-cAMP 和 
100 nmol/L Go6983(PKC 抑制 剂 ,PKCi)1.5 h 后 加 入 
10 nmol/L GR (1-34) ;GR (1-28) 和 GR (1-34) 组 加 入 
10 nmol/L RP-cAMP 1.5 h 后 分 别 加 入 100 nmol/L GR 
(1-28) 和 10 nmol/L GR (1-34); 空 白 对 照 组 加 入 等 体积 
的 0.1% TFA"。 每 组 重复 3 次 。 
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1.2.5 RT-PCR 检 测 根据 全 基因 组 表达 谱 芯 片 结 果 筛 
选 出 与 PTH 的 nonPLC/PKC 信和 号 通路 相关 性 最 高 的 若 
于 基因 ,根据 目的 基因 在 PubMed 中 的 已 知 序列 ,利用 
Primer5 设计 软件 ,由 上 海 英 潍 捷 基 贸易 公司 合成 引物 
( 表 1)。 


表 1 引物 序列 表 
Tab.1 Sequences of the PCR Primers 

Forward Reverse 
GAPDH tgtcgtggagtctactggtg gcattgctgacaatcttgag 
CITED1 ccactagctcctctggatcg agccccttggtactggctat 
LAPR3 agggctcccatgaagctaat ttcatgacggagttgagcag 
CCDC51 ggtttggaagctcagcagac tcagcccttgtacgctcttt 
TIPARP aaaacccctggaaatcaacc gaatctgccactgtcccact 
MMP7 CCccggtactgtgatgtaccCc aatggaggacccagtgagtg 


原 代 成 骨 细胞 及 MC3T3-E1 细胞 各 组 经 信号 选择 
性 PTH 模 拟 肽 作用 4 h 后 ,Trizol 法 分 别提 取 各 组 总 


2.2 全 基因 组 表达 谱 芯 片 结 果 

基因 芯片 结果 显示 ,GR (1-28) 和 GR (1-34) 组 在 
约 2 万 6 千 个 基因 中 ,有 549 个 基因 表达 量 存在 较 显 著 
差异 (差异 在 2 倍 以 上 )( 表 2) ,经 过 进一步 分 析 , 我 们 挑 
选 出 了 与 PTH 的 nonPLC/PKC 信 和 号 通路 相关 性 最 高 的 
56 个 基因 ( 表 3), 作 为 RTEPCR 筛选 验证 的 基因 对 象 。 

同时 ,我们 根据 各 组 间 的 差异 表达 基因 ,进行 了 相 
关 通 路 分 析 , 得 到 了 依据 相关 系数 排序 的 最 可 能 与 PTH 
的 nonPLC/PKC 信 号 转 导 途径 相关 的 14 条 信号 通路 
( 表 4)。 
2.3 RT-PCR 结果 

原 代 成 骨 细胞 4 组 经 模拟 肽 作用 4h 后 ,筛选 的 56 


RNA, 按 照 说 明 书 用 RTPCR 试剂 盒 反 转录 为 cDNA， 
使 用 ABI7500 实 时 殉 光 定量 PCR 仪 进行 SYBR 实 时 定 
量 PCR 反应 ,采用 2 法 计算 mRNA 相对 表达 量 。 
1.3 统计 学 分 析 

所 有 数据 采用 SPSS 13.0 统 计 软 件 包 进行 分 析 。 
数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方差 分 
析 , 两 两 比较 采用 LSD 检 验 ;检验 水 准 a=0.05。 


2 结果 
2.1 原 代 成 骨 细 胞 形态 学 观察 及 鉴定 

倒置 相差 显微镜 下 观察 原 代 细 胞 ,大 多 数 细胞 成 梭 
形 、 三 角形 或 多 边 形 ( 图 1A)。 传代 后 细胞 形态 较 均一 ， 
旺 梭 形 或 多 边 形 。 待 细胞 长 满 后 , 见 细 胞 排列 紧密 , 呈 
铺路 石 状 (图 1B)。 成 骨 诱 导 培 养 14 d, 细 胞 呈 复 层 生 
长 , 行 ALP 染 色 , 镜 下 显示 胞 质 中 出 现 蓝 色 颗粒 (图 
1C)。 培 养 28 d 行 药 素 红 染 色 , 镜 下 显示 出 现 阳性 矿 化 
结 节 ( 图 1D)。 


图 1 成 骨 细 胞 形态 学 观察 及 鉴定 

Fig.l Morphological observation and identification of the osteoblasts (Original 
magnification: x200). A: Primary osteoblasts at 7 days; B: Osteoblasts at 5 days after 
the first passage; C: ALP staining of the osteoblasts at 14 days; D: Alizarin red 
staining of the osteoblasts at 28 days. 


表 2 实验 组 与 空白 对 照 组 的 表达 差异 基因 
Tab.2 Number of differentially expressed genes between the 
treated and control cells 


GR(1-28) GR(1-34) PTH(1-34) 


Up-regulated genes* 837 739 928 
Down-regulated genes* 1232 1777 1324 


*Up-regulated or down-regulated by more than two folds. 


个 基因 中 ,CITED1 的 表达 量 PTH(1-34) 组 明显 高 于 其 
他 各 组 ,日 GR (1-34) 组 显著 高 于 GR (1-28) 组 ,PTH 
(1-34) 与 GR (1-34) 组 均 显著 高 于 空白 对 照 组 (图 2)。 
LAPR3、CCDC51、TIPARP .MMP7 等 菜 些 基 因 的 表达 
量 PTH(1-34) 组 显著 高 于 其 他 各 组 ,这 些 基 因 可 能 受 
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表 3 筛选 基因 对 象 


Tab.3 Differentially expressed genes identified and verified 


Gene 


MELA,GM5921,TIMM9,RG9MTD1,FKBP7,TIPARPTMEM200B,FITM2,RSAD1,PLK5,EXT2,LPAR3,CCDC51,.BIK， 


Up-regulated genes 


Down-regulated genes 


CPNE7,PKP3,ANOL,GM6306,MMP7,PFTK2,KALRN,SUSD4,ATP2B2,RORL,CHERP.,IL17RB,AP4EL,ERG,TBCE, 
BEX2,OSGINL,AIP2CL 


ABHDS5,JARID2,MKL?2,PLP!1,IGK,FTSJ1,DAGLA,ABCAS,IGHG,MTAPLA,MEPCE.,PIGQ,EVI5,DEPDCLA, 
ANKRD57,DUSP12,EPS812,PTPDCL,GM9525,BTG4,MALL.,PIRA6,MRP123,NXT2 


表 4 与 PTH 的 nonPLC/PKC 信 号 转 导 途径 相关 的 表达 差异 基因 相关 通路 分 析 
Tab.4 Pathway analysis of the differentially expressed genes related to non-PLC/PKC signaling pathway of PTH 


Definition Fisher-Pvalue Count Size FDR Enrichment 
Phagosome 1.07x107 170 21970 1.13x10” 4.9717 
Leishmaniasis 2.90x105 67 21970 2.04x10? 4.5371 
ECM-receptor interaction 1.32XI0 83 21970 6.94x10’ 3.8808 
Endocytosis 1.88x10” 216 21970 7.95x10° 3.7250 
Regulation of actin cytoskeleton 3.82x10” 215 21970 1.15x10 3.4181 
Small cell lung cancer 4.87x10” 84 21970 1.29x10” 3.3121 
Fc gamma R-mediated phagocytosis 1.53x10’ 93 21970 3.38x10” 2.8155 
Hematopoietic cell lineage 1.63x10” 85 21970 3.38x10” 2.7879 
Focal adhesion 1.88x10? 197 21970 3.38x10’ 2.7251 
Type II diabetes mellitus 3.18x10’ 49 21970 4.47x10’ 2.4981 
Pathways in cancer 4.14x10” 322 21970 5.24x10” 2.3830 
MAPK signaling pathway 4.74x10 272 21970 5.27x10? 2.3240 
Calcium signaling pathway 5.71x10? 193 21970 6.02x10” 2.2436 
Fatty acid biosynthesis 7.22x10° 6 21970 7.26x107 2.1412 
PTH 的 其 他 信号 通路 的 调控 (图 2)。 5 可 mn 
MC3T3-El1 细 胞 经 各 组 模拟 肽 刺激 后 ,CITED1 表 写 本 GR(1-28)+RP-cAMP 
号 4 国 GR(1-34)+RP-cAMP 
达 量 GR (1-34) 组 仍 显 著 高 于 GR (1-28) 组 ,与 原 代 成 8 PTH(1-34) 
骨 细 胞 实验 结果 一 致 , 且 在 加 入 PKC 抑 制剂 (Go6983) 三 3 
后 ,CITED1 表 达 量 明显 下 降 (图 3), 证 实 CITED1 表 达 时。 汪 党 
量 的 升 高 由 nonPLC/PKC 通道 激活 引起 ,不 依赖 PLC  & 
及 PKA 的 激活 。 1 
局 
0 


3 讨论 

PTH 是 体内 重要 的 骨 钙 代谢 调节 激素 ,也 是 目前 
应 用 于 临床 的 唯一 促 骨 形成 药物 ,人 体 中 天 然 的 PTH 
由 84 个 氨基 酸 构成 [PTH(1-84)] ,与 1 型 PTH 受 体 
(PTHR1) 结 合 。N 端的 34 个 氨基 酸 残 基 [PTH(1-34)] 
具有 与 PTH(1-84) 相 同 的 PTHR1 结合 和 激活 功能 。 大 
量 研究 表明 ,PTH 对 骨 组 织 的 作用 是 双向 的 , 即 间断 小 
剂量 促进 骨 形 成 ,连续 大 剂量 促进 骨 吸 收 。PTH 对 骨 组 
织 的 作用 主要 通过 与 成 骨 细 胞 表面 的 PTHR1 结 合 , 激 
活 PTHR1 及 其 下 游 的 多 个 信号 途径 实现 的 站 。 正 如 前 
言 中 所 介绍 ,PTHR1 被 激活 后 具有 不 同 的 信和 号 转 导 功 
能 ,其 中 Gs/cAMP/PKA 信 号 转 导 通路 , 现 被 认为 是 
PTH 作 用 于 骨 组 织 代谢 的 主要 机 制 ”。 目 前 认为 ， 


CITED1 LAPR3 CCDC51 


图 2 原 代 成 骨 细 胞 的 RT-PCR 检测 结果 

Fig.2 RT-PCR results of primary osteoblasts. The expression of 
CITED1 in GR (1-34) + RP-cAMP group was significantly 
higher than that in control group and GR (1-28) + RP-cAMP 
group (P<0.05), but lower than that in PTH(1-34) group (P< 
0.05). The expression of LAPR3, CCDC51, TIPARP and MMP7 
was higher in PTH(1-34) group than in the other groups (P< 
0.05). *P<0.05 vs control group; ‘P<0.05 vs GR (1-28) group. 


TIPARP MMP7 


PTHR1 受 体 至 少 通过 两 种 途径 激活 PKC, 其 一 为 激活 
PLC,PLC 众 化 磷脂 酰 肌 醇 4.5- 二 磷酸 (PIP2) 分 子 水 解 
成 磷酸 肌 醇 (IP) 和 二 酰基 甘油 (DAG) ,引起 胞 内 钙 离 子 
的 释放 ,进而 激活 PKC, 此 途径 为 PKC 激 活 的 经 典 途 
径 。 另 一 途径 为 不 依赖 PLC 的 PKC 激活 途径 
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图 3 MC3T3-E1 的 RT-PCR 验 证 结果 

Fig.3 RI-PCR results of MC3T3-E1 cells. The 
results of RT-PCR of MC3T3-E1 cells were consist 
with those in primary osteoblasts. The expression 
of CITED1 was significantly decreased after 
intervention with Go6983. *P<0.05 vs GR (1-28) 
group; ‘P<0.05 vs GR (1-34) +RP-cAMP group. 


楚 。Jouishomme 等 报道 PTH (29-34) (不 激活 
cAMP/PKA 和 PLC) 激 活 ROS17/2.8 细胞 膜 PKC, 而 
PTH(1-34)( 可 激活 cAMP/PKA) 没 有 如 此 作用 ,提示 
PTH/nonPLC/PKC 信 号 通路 的 存在 。 我 们 的 前 期 研究 
也 揭示 ,甲状 旁 腺 激素 29-34 位 蛋白 结构 域 (PTH 
(29-34) ) 介 导 PTH/nonPLC/PKC 信号 通路 的 激活 外 ， 
PTH 经 nonPLC/PKC 通 路 ,提升 松 质 骨 骨 量 ,改善 骨 小 
梁 微 结构 * 忠 。 有 nonPLC/PKC 信 号 途径 选择 功能 的 
PTH 模 拟 肽 能 显著 促进 峭 柱 融合 "”。 但 是 nonPLC/ 
PKC 通 路 的 具体 信号 中 介 分 子 仍 不 清楚 ,其 对 于 骨 代 谢 
的 作用 机 制 仍 需要 深入 研究 。 本 实验 中 我 们 利用 原 代 
培养 的 乳 鼠 成 骨 细胞 分 别 加 入 信和 号 选择 性 甲状 旁 腺 素 
模拟 肽 PTH(1-34),GR(1-28) 和 GR(1-34) ,随后 行 小 鼠 
全 基因 组 表达 谱 忌 片 分 析 , 筛 选 出 可 能 的 nonPLC/PKC 
通路 的 功能 基因 ,经 RT-PCR 筛选 并 核实 ,发 现 CITED1 
是 nonPLC/PKC 通路 的 效应 基因 之 一 。 并 经 
MC3T3-E1 细胞 证 实 nonPLC/PKC 通 路 的 激活 能 够 使 
得 成 骨 细 胞 CITED1 表达 量 显 著 升 高 ,该 途径 不 依赖 
PLC 和 PKA 信 号 的 激活 。 

为 了 研究 PTH/nonPLC/PKC 通 路 对 成 骨 细 胞 的 作 
用 ,排除 其 他 信号 通路 对 于 实验 结果 的 影响 ,一 方面 ,我 
们 设计 了 两 种 信号 选择 性 甲状 旁 腺 素 模拟 肽 GR 
(1-28) 和 GR (1-34)。 研 究 证 实 , 改 变 PTH 的 N 端 氨基 
酸 残 基 能 改变 PTH 的 信号 转 导 特征 ,如 Ser' 变 成 Gly' 使 
PTH(1-34) 大 幅度 (1000 们 以上) 失去 激活 PLC 信 号 的 
特性 号 ; Glu" 变 成 Arg?" 能 够 补偿 29-34 氨基酸 残 基 
缺失 引起 的 受 体 结合 力 减弱 “3; 而 PTH(29-34) 区 域 
是 介 导 PTH/nonPLC/PKC 通 路 的 关键 区 域 ", 因 此 GR 
(1-28) 可 激活 Gs/cAMP/PKA 通 路 ,而 失去 了 激活 PLC 
和 nonPLC/PKC 的 能 力 ,GR(1-34) 可 激活 Gs/cAMP/ 


PKA 及 nonPLC/PKC 通 路 ,而 不 能 激活 PLC。 男 一 方 
面 ,由 于 nonPLC/PKC 通 路 的 分 子 机 制 并 不 清楚 ,而 Gs/ 
cAMP/PKA 信号 转 导 通路 被 认为 是 主要 作用 通路 ,不 
能 排除 cAMP/PKA 参与 介 导 nonPLC/PKC 通 路 的 可 
能 。 所 以 我 们 在 加 入 G'R”(1-28) 和 G'R”(1-34) 前 1.5h 
加 入 Gs/cAMP/PKA 通 路 阻 渍 剂 (RP-cAMP) ,抑制 此 条 
通路 的 激活 ,排除 其 对 nonPLC/PKC 通 路 作用 的 影响 。 
本 实验 中 我 们 发 现 PTH 的 nonPLC/PKC 通 路 的 激 
活 能 够 使 得 成 骨 细 胞 CITED1 的 表达 量 明显 升 高 , 且 该 
途径 不 依赖 PLC 和 PKA 信 号 的 激活 。 目 前 CITED1 的 
人 研究 领域 主要 集中 于 甲状 腺 癌 、 黑 色素 瘤 、 肾 母 细 胞 瘤 
及 肾脏 等 器 官 发 育 方面 ,其 对 于 骨 代 谢 影响 的 研究 较 少 。 
CITED1 原 称 黑色 素 特 异 基因 1(MSG1), 为 核 蛋 白 , 定 
位 于 X 染 色 体 ”。CITED 家 族 包括 4 种 核 蛋白 :CITED1， 
CITED2,CITED3,CITED4,CITED 家 族 基因 与 DNA 
结合 区 域 相 结 合 后 ,可 启动 转录 。CITED 家 族 都 含有 
一 高 度 保守 序列 ,CR2 区 域 ,日 具有 强 转录 激活 活性 , 然 
而 ,CITED 家 族 本 身 无 的 DNA 结 合 区 域 。 而 不 含 DNA 
结合 区 域 的 转录 激活 因子 与 特定 序列 的 DNA 结合 蛋白 
相互 作用 后 ,可 促进 共 转 录 因 子 CITED1 的 转录 激活 。 
CITED1 与 CBP/P300 形 成 复合 物 后 ,在 Smad4 的 介 导 
下 ,可 促进 TGF 的 表达 , 热 休克 蛋白 HSP70 可 竞争 性 地 
与 CITED1 结合 抑制 该 过 程 *。 我 们 之 前 的 研究 发 
现 ,CITED1 在 成 骨 细 胞 中 表达 ,PTH 间 断 使 用 可 使 其 
表达 量 显 著 增 高 ,cAMP/PKA 通路 的 激活 可 能 起 主要 
作用 ,PKC 通 路 的 激活 也 参与 其 中 。 成 骨 细 胞 在 
CITED1 敲 除 后 增值 能 力 没 有 改变 但 体外 分 化 成 骨 能 
力 增强 *””。 我 们 本 次 实验 结果 显示 ,成 骨 细 胞 受 PTH 
(1-34) 刺 激 后 ,CITEDI1 的 表达 量 明 显 升 高 , 当 抑 制 
cAMP/PKA 通路 后 ,其 表达 量 明显 下 降 ( 图 2) ,表明 
cAMP/PKA 通 路 激活 可 增强 成 骨 细 胞 CITED1 的 表达 ， 
与 前 期 的 研究 结果 相 一 致 。 且 我 们 发 现 nonPLC/PKC 
通路 的 激活 能 够 使 得 成 骨 细 胞 CITED1 表 达 量 显著 升 
高 ,对 之 前 的 研究 进行 了 补充 ,一 方面 ,更 加 深入 的 研究 
了 成 骨 细 胞 中 调控 CITED1 表 达 的 信号 转 导 机 制 , 另 一 
方面 ,揭示 了 PTH 的 nonPLC/PKC 通 路 的 部 分 功能 ， 
少 其 通过 调节 CITED1 的 表达 参与 骨 组 织 代谢 的 过 程 ， 
而 之 前 尚未 有 研究 证 实 此 通路 的 骨 代谢 功能 。 另 外 ,在 
阻 断 cAMP/PKA 通 路 后 GR(1-28) 亦 可 增强 成 骨 细 胞 
CITED1 的 表达 (图 3) ,其 具体 机 制 仍 不 清楚 , 需 进 一 步 
研究 ,但 也 由 此 表明 成 骨 细胞 CITED1 的 表达 受 多 条 信 
号 转 导 通路 的 共同 调节 。Yang 等 5 提出 CITED1 可 能 
是 PTH 充 当成 骨 作 用 的 负 反 馈 抑制 剂 ,进一步 研究 表 
明 ,CITED1 可 能 为 cAMP/PKA 信 号 通路 的 特异 性 抑制 
剂 ,抑制 成 骨 细 胞 的 成 骨 作 用 及 PTH 的 成 骨 作用 。 结 
合 我 们 本 次 的 实验 结果 ,我 们 提出 这 样 的 假设 ， 
nonPLC/PKC 通 路 的 激活 可 能 对 cAMP/PKA 信 号 通路 
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有 负 反馈 抑制 作用 。 这 两 条 信和 号 转 导 通路 之 间 的 相互 
作用 仍 需要 进一步 的 研究 。 另 外 CITED1 人 参与 众多 恶 
性 肿瘤 的 发 生 ,发 展 过 程 ,其 与 骨 组 织 肿瘤 的 关系 有 待 
于 进一步 的 发 掘 。 

总 之 ,CITED1 具 有 调节 骨 组 织 代谢 的 作用 ,并 参 
与 PTH 对 骨 代谢 的 调节 。 然 而 ,CITED1 调 节 的 分 子 机 
制 仍 不 清楚 ,其 与 信号 转 导 通 路 的 关系 仍 需要 进一步 研 
究 。 我 们 的 研究 首次 发 现 了 CITED1 与 nonPLC/PKC 
通路 的 关系 十 分 密切 ,nonPLC/PKC 通 路 的 激活 能 够 使 
得 成 骨 细 胞 CITED1 的 表达 量 显著 增高 ,日 CITED1 可 
能 受 多 条 信号 通路 的 共同 调节 。 这 为 下 一 步 研 究 PTH 
的 nonPLC/PKC 通 路 的 分 子 机 制 和 功能 ,设计 和 研究 新 
的 基于 PTH 结 构 的 效果 更 好 的 成 骨 药物 提供 了 理论 支持 。 
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